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MOTS CLES Résumé Les pneumopathies aigués recouvrent des contextes cliniques variés et les étiologies
Diagnostic bactériennes impliquées le sont tout autant. Aucun outil microbiologique n’est 100 % sensible ni
bactériologique ; 100 % spécifique et malgré les investigations, plus de 30 % des pneumopathies restent sans étio-
Pneumopathie ; logie identifiée. Si aucun prélévement n’est indiqué pour les patients traités en ambulatoire,
Prélévements les prélevements respiratoires non invasifs sont a privilégier pour les pneumopathies aigués
respiratoires ; hospitalisées (communautaires ou associées aux soins), tandis que les prélévements invasifs
Sérologie ; sont indiqués en seconde ligne pour les pneumopathies aigués communautaires en réanima-
PCR tion, et en premiere ligne pour les pneumopathies aigués de l’immunodéprimé. La culture

microbiologique garde une place importante, a condition que le malade soit prélevé avant
instauration de l’antibiothérapie. Certains contextes peuvent justifier le recours aux hémocul-
tures, a la recherche d’antigenes urinaires ou aux sérologies. Les PCR rendent déja service au
quotidien mais ’avenir a court terme appartient probablement aux panels moléculaires mul-
tiplex capables de détecter de nombreux micro-organismes en quelques heures, surtout dans
les pneumopathies communautaires séveres de réanimation et les pneumopathies aigués de
immunodéprimé. Le séquencage nucléotidique haut débit révolutionnera bient6t le diagnostic
microbiologique, en pneumologie comme dans les autres domaines de l’infectiologie.
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Summary Acute pneumonias occur in a variety of clinical settings and accurate identification
of bacterial causes is extremely important. No microbiological tool is either 100 % sensitive
or 100 % specific, and despite investigations, aetiology remains unanswered in more than 30 %
of pneumonia. No sample may be necessary for patients treated as outpatients, non invasive
respiratory specimens are preferred in hospitalised individuals (community or healthcare asso-
ciated), while invasive specimens are used as second line for community acquired pneumonia
(CAP) in intensive care, and in the first line where pneumonia occurs in immunosuppressed
patients. Bacterial cultures have an important place, if the sample is taken before the intro-
duction of antibiotic therapy. Some contexts may justify the use of blood cultures, testing
for urinary antigens or serology. PCR is already becoming available as a daily service but the
short-term future probably belongs to molecular multiplex panels capable of detecting many
microorganisms within hours, especially in severe CAP resuscitation and in pneumonia in the
immunosuppressed. High-throughput sequencing nucleotide techniques will soon revolutionize

microbiological diagnosis in respiratory medicine, as in other areas of infectious diseases.
© 2017 SPLF. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Introduction

Les infections bronchopulmonaires sont des infections fré-
quentes, qui touchent tous les terrains et que [’on peut
classer en différentes catégories :

¢ les pneumopathies aigués communautaires (PAC), surve-
nant en milieu extra-hospitalier ou dans les 48 premieres
heures d’un séjour hospitalier : pneumopathie franche
lobaire aigué (PFLA), pneumopathie « atypique » ;

e les pneumopathies associées aux soins/nosocomiales,
constituées a 80 % de pneumonies aigués acquises sous
ventilation mécanique (PAVM) [1] ;

e les pneumopathies aigués du sujet immunodéprimé.

Les pneumopathies aigués sont définies comme une
atteinte infectieuse du parenchyme pulmonaire. L’incidence
des PAC est estimée a environ 600 000 cas par an en France,
dont 15 % sont hospitalisés [2]. Les PAC sont potentiellement
graves et peuvent engager le pronostic vital. Les pneumo-
pathies associées aux soins représentent la deuxiéme cause
des infections hospitalieres et la premiere cause en termes
de mortalité. Ce sont des pathologies fréquentes (8 a 28 %
des malades sous ventilateur) [1] et graves (24 a 50 % de
mortalité) [3].

Les microorganismes responsables de ces infections sont
variés : bactéries, virus ou champignons. L’étiologie bac-
térienne des pneumopathies est variable en fonction du
contexte communautaire ou nosocomial, de ’age et du ter-
rain du patient (immunodépression). Les PAC ont comme
principales étiologies Streptococcus pneumoniae ou pneu-
mocoque (responsable de prés de la moitié des PFLA),
Haemophilus influenzae, les germes intracellulaires agents
des pneumopathies dites « atypiques » (Mycoplasma pneu-
moniae, Chlamydia pneumoniae, Legionella pneumophila,
Chlamydia psittaci, Coxiella burnetii), Moraxella catarrha-
lis et Staphylococcus aureus (notamment dans un contexte
de grippe) [4]. Les bactéries anaérobies strictes peuvent
étre retrouvées au cours des pneumopathies d’inhalation
(coma, fausse route. . .).

Les étiologies des PAVM varient selon le caractére précoce
de leur survenue (< 5 jours d’intubation) ou tardif (> 5 jours).
Elles sont plus volontiers dues a Staphylococcus aureus et

a des bacilles a gram négatif (entérobactéries [Klebsiella
sp., Enterobacter sp., etc.], Pseudomonas aeruginosa, Aci-
netobacter baumannii. . .). Les espéces isolées au cours des
PAVM tardives sont plus fréguemment résistantes aux anti-
biotiques [1,5].

Les étiologies des pneumopathies aigués de
Uimmunodéprimé différent selon le type de déficit
immunitaire, humoral (germes capsulés tels S. pneumoniae
et H. influenzae) ou cellulaire (mycobactéries, Nocardia
sp., etc.) [6].

Le diagnostic de pneumopathie aigué repose sur un
faisceau d’arguments : cliniques (toux, dyspnée, douleur
thoracique, fiévre, rales crépitants a [’auscultation...),
radiologiques (images lobaires, infiltrat interstitiel...) et
microbiologiques. La mise en évidence du pathogéne peut
étre faite directement au niveau de l’arbre respiratoire,
ou grace a des prélévements tels que [’hémoculture,
’antigénurie ou la sérologie. Les stratégies diagnostiques
varient selon le type de pneumopathie.

e Les principales bactéries responsables de
pneumopathies aigués communautaires (PAC)
sont Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae, les germes intracellulaires des
pneumopathies « atypiques » (Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydia pneumoniae, Legionella
pneumophila,  Chlamydia  psittaci, Coxiella
burnetii), Moraxella catarrhalis et Staphylococcus
aureus ;

e les pneumopathies aigués sous ventilation
mécanique (PAVM) sont plus volontiers dues a
Staphylococcus aureus et a des bacilles a gram
négatif, les germes isolés au cours des PAVM tardives
étant souvent résistants aux antibiotiques ;

e Chez U'immunodéprimé, les germes varient selon
le type de déficit immunitaire, humoral (germes
capsulés tels S. pneumoniae et H. influenzae) ou
cellulaire (mycobactéries, Nocardia sp., etc.).



1100

S. Dahyot et al.

Les prélévements pour culture classique
Les préléevements bronchopulmonaires

L’écueil majeur des prélévements des voies respiratoires
basses en bactériologie est la contamination par la flore
oropharyngée. Ainsi, une attention extréme doit étre por-
tée aux conditions de recueil de ces prélévements afin de
minimiser la contamination salivaire (qui risque de diluer
la flore pathogéne et de la contaminer par des bactéries
commensales) et une culture quantitative doit étre effec-
tuée. La recherche de certaines bactéries ne s’effectue que
sur demande spécifique du clinicien du fait de la nécessité
d’une culture prolongée sur milieu spécifique (L. pneu-
mophila, Nocardia sp., Mycobacterium tuberculosis) ou
d’une recherche par biologie moléculaire (C. pneumoniae,
M. pneumoniae).

Le recueil des prélevements respiratoires s’effectue dans
un récipient stérile, acheminé rapidement au laboratoire
(idéalement en moins de 2 heures), afin d’éviter la prolifé-
ration des bactéries de la flore commensale et la diminution
de viabilité du pneumocoque [7]. Idéalement, ce recueil
s’effectue avant tout traitement antibiotique.

e Certaines bactéries ne sont recherchées que sur
demande spécifique du clinicien : L. pneumophila,
Nocardia sp., Mycobacterium tuberculosis. La
recherche par biologie moléculaire concerne
C. pneumoniae et M. pneumoniae.

e Pour tous les prélévements bronchopulmonaires, le
résultat de la coloration de gram est rapide et
sa valeur prédictive positive est bonne, mais sa
sensibilité dépasse difficilement 50 %, notamment
pour le pneumocoque.

e Les résultats de la culture sont disponibles en 24 a
48 h pour les principales especes bactériennes, sauf
pour Legionella sp., Nocardia sp., actinomycetes
et mycobactéries, qui nécessitent des délais
d’incubation prolongés.

Les prélevements non protégés

Examen cytobactériologique des crachats

L’examen cytobactériologique des crachats (ECBC) présente
’avantage d’étre non invasif, mais il reste cependant rare-
ment contributif et source d’erreur, sa facilité d’exécution
entrainant dans plus de 50 % des cas un prélévement conta-
miné par la salive [7]. Afin d’éviter cette contamination, il
doit étre réalisé le matin au réveil, aprés un rincage bucco-
dentaire a 'eau distillée stérile et lors d’un effort de toux
(aidé au besoin d’une kinésithérapie).

Avant ensemencement, un examen microscopique est
effectué apres coloration de May-Griimwald-Giemsa afin
d’évaluer le nombre de cellules épithéliales et de leucocytes
par champ microscopique au faible grossissement. D’apres
les critéres de Bartlett, Murray et Washington, un préléve-
ment optimal doit contenir moins de 10 cellules épithéliales
et plus de 25 polynucléaires par champ [7]. Un prélévement
contenant plus de 25 cellules épithéliales par champ est
considéré comme contaminé par la salive et ne sera donc
pas ensemencé. Il est a noter que ces critéres ne doivent

pas étre pris en compte pour le diagnostic des infections a
Legionella sp. et a mycobactéries.

La deuxiéme étape est l’examen direct aprés colo-
ration de gram afin de distinguer les flores mixtes
des flores monomorphes, sachant que la présence de
bactéries a ’intérieur des polynucléaires constitue un cri-
tére d’infection. L’ensemencement s’effectue ensuite de
maniére quantitative apres fluidification du prélévement et
dilutions, et les milieux de cultures sont incubés 48 heures.
Le seuil de significativité est de 107 UFC/mL [7].

Linterprétation de ’ECBC reste cependant délicate. En
effet, certaines bactéries sont considérées comme d’origine
salivaire et ne doivent généralement pas étre prises en
compte : streptocoques commensaux (viridans), staphy-
locoques a coagulase négative, Neisseria commensales,
Haemophilus non influenzae. D’autres espéces comme
S. pneumoniae, H. influenzae et S. aureus peuvent
étre responsables d’infections pleuropulmonaires mais
peuvent également étre présentes a l’état commensal
dans Uoropharynx. En revanche, la mise en évidence de
pathogénes obligatoires comme L. pneumophila ou M. tuber-
culosis signe le diagnostic car il n’existe pas de portage de
ces bactéries. Ainsi, l’interprétation du résultat final tiendra
compte du nombre de cellules épithéliales et de polynu-
cléaires, de la coloration de gram et de la culture au seuil
de significativité.

Des variations considérables sont retrouvées dans la
littérature quant aux performances de I’examen direct et
de la culture de UECBC. Pour exemple, d’aprés une méta-
analyse menée en 1996, la sensibilité de ’examen direct
varie de 15 a 100 % et la spécificité de 11 a 100 % dans le
diagnostic des PAC a pneumocoque [8]. Ces variations sont
liées a ’absence de standard diagnostique, aux différents
critéres d’acceptabilité de ’échantillon et aux problémes
de reproductibilité de l’examen direct et de la culture semi-
quantitative [9]. Mis a part ces problémes d’interprétation,
les performances semblent hautement dépendantes de
la gravité de la pneumopathie et de lantibiothérapie
introduite au préalable. D’aprés !’étude de Musher et al.,
’expectoration a une bonne sensibilité et spécificité pour
le diagnostic des PAC si elle est réalisée correctement,
chez un malade sans antibiotiques et d’autant plus que la
PAC a pneumocoque est grave, c’est-a-dire bactériémique
(sensibilité de la culture de |’expectoration atteignant alors
80 %) [10].

e [’examen cytobactériologique des crachats est non
invasif mais a peu de valeur diagnostique et reste
entaché de nombreuses erreurs, avec plus de 50 % de
contaminations par la salive. Le protocole de recueil
doit étre strict.

e Apres ensemencement, la durée de ’incubation est
de 48heures et le seuil de significativité est de
107 UFC/mL.

e [’interprétation reste délicate car certaines
bactéries d’origine salivaire ne sont pas pathogenes
et d’autres peuvent étre commensales mais
provoquer aussi des infections pleuropulmonaires.
Certains germes sont des pathogénes obligatoires
comme L. pneumophila ou M. tuberculosis.
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e [interprétation du résultat final tient compte du
nombre de cellules épithéliales et de polynucléaires,
de la coloration de gram et de la culture au seuil de
significativité.

e La valeur rapportée de l’examen direct et de la
culture de UECBC est tres variable selon les études.
Elle dépend aussi de la gravité de la pneumopathie
et de 'antibiothérapie préalable.

Aspiration endotrachéale

L’aspiration endotrachéale des sécrétions bronchopulmo-
naires est une alternative chez les patients intubés ou
trachéotomisés qui n’expectorent pas et chez lesquels
des techniques invasives sont contre-indiquées. Elle est
fréquemment réalisée en réanimation chez le patient
intubé-ventilé, a ’aveugle lors d’aspiration des sécrétions
bronchopulmonaires par la sonde d’intubation.

Cependant, de méme que pour UECBC, le risque de
contamination par la flore salivaire reste important, auquel
s’associe une contamination fréquente par la flore commen-
sale qui colonise les sondes d’intubation. Ainsi, une
évaluation du nombre de cellules épithéliales et de poly-
nucléaires par champ permettra d’évaluer la qualité du
prélevement, et seuls les prélévements de bonne qua-
lité seront ensemencés. Le seuil de significativité est de
103 UFC/mL.

Les cultures quantitatives issues des aspirations endo-
trachéales sont reproductibles et peuvent étre utiles au
diagnostic des PAVM [1,5,11].

e [’aspiration des sécrétions bronchopulmonaires
est une alternative chez le patient intubé ou
trachéotomisé, quand les techniques invasives
sont contre-indiquées. Elle est souvent réalisée a
’aveugle via la sonde d’intubation.

® Mais le risque de contamination par la flore salivaire
et la flore commensale des sondes d’intubation reste
important.

e On évalue la qualité du préléevement par le
compte du nombre de cellules épithéliales et de
polynucléaires par champ, et seuls les prélevements
de bonne qualité seront ensemencés. Le seuil de
significativité est de 10° UFC/mL.

Lavage bronchoalvéolaire

Le lavage bronchoalvéolaire (LBA) est effectué sous endo-
scopie et est donc invasif. Il consiste a injecter, puis a
ré-aspirer du sérum physiologique via un fibroscope placé
dans une bronche sous-segmentaire (de 3° ou 4° généra-
tion). Des échantillons de 50 mL de sérum physiologique
(@ 37°C) sont instillés en 4 a 6 fois, puis récupérés par
aspiration, permettant de recueillir entre 20 et 60 % de la
quantité injectée. Le LBA se compose de deux fractions : une
bronchique qui doit étre éliminée (50 mL) et une alvéolaire
(150—200 mL). Il présente ’avantage d’explorer un vaste
territoire pulmonaire, les bronchioles distales et jusqu’a
100 millions d’alvéoles.

Le prélévement est ensemencé par culture quantitative
et une coloration de gram est effectuée sur le culot de cen-
trifugation. Le seuil de significativité est de 10* UFC/mL.
Il est largement utilisé pour documenter les infections pul-
monaires chez le sujet immunodéprimé, associé a certaines
recherches particuliéres telles que Legionella sp., Nocardia
sp., actinomycétes et mycobactéries.

Dans la littérature, la sensibilité de la culture du LBA
varie de 42 a 93 %, avec une moyenne de 73 % et la spé-
cificité de 45 a 100 % avec une moyenne de 82 %, cette
variabilité pouvant étre expliquée par des caractéristiques
différentes des populations étudiées, par |’administration
préalable d’antibiotiques et en fonction du test de référence
utilisé [12].

Une variante du LBA est le « mini-lavage » (mini-LBA),
pour lequel un volume de seulement 20 mL est instillé a
’aveugle afin de recueillir 2 a 3 mL. Cette technique trouve
sa place chez les patients instables. Sa sensibilité varie de
63 a 100 % et sa spécificité de 66 a 96 % [12].

e Tres utilisé pour documenter les infections
pulmonaires chez le sujet immunodéprimé ou
pour certaines recherches particulieres (Legionella,
Nocardia, actinomycetes et mycobactéries), le
lavage bronchoalvéolaire explore les bronchioles
distales et jusqu’a 100 millions d’alvéoles.

e Le prélevement est ensemencé pour culture
quantitative et une coloration de gram est
effectuée sur le culot de centrifugation. Son
seuil de significativité est de 10* UFC/mL.

e La sensibilité de la culture du lavage
bronchoalvéolaire varie de 42 a 93 % et sa spécificité
de 45 a 100 %.

e Le mini-lavage, employé chez les patients instables,
utilise un faible volume d’instillation. Sa sensibilité
varie de 63 a 100 % et sa spécificité de 66 a 96 %.

Les préléevements bronchopulmonaires
protégés

Brossage télescopique protégé

Ce prélévement invasif s’effectue sous fibroscopie. La réfé-
rence demeure le dispositif de Wimberley [13], constitué
d’une brosse protégée par un double cathéter obturé par
un bouchon de polyéthyléne glycol, évitant ainsi une conta-
mination du prélévement par la flore de ’oropharynx lors
du passage des voies aériennes supérieures. Ce dispositif
est glissé au travers du fibroscope et est dirigé dans une
petite bronche de 4¢ ordre, au niveau du territoire pul-
monaire radiologiquement suspect. Le cathéter interne est
alors poussé, expulsant le bouchon et permettant d’avancer
la brosse de quelques centimétres, pour réaliser le préle-
vement. Le volume recueilli est de 1 a 10 ulL. Le cathéter
interne est ensuite désinfecté par de ’alcool a 90°C, puis
Uextrémité distale de la brosse interne est sectionnée avec
des ciseaux stériles et recueillie dans 1 mL de liquide (eau
physiologique tamponnée stérile ou liquide de Ringer) que
’on agite sur place au lit du malade (agitation mécanique
de type vortex) pendant 2 minutes.
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Au laboratoire, une culture quantitative est effectuée,
ainsi qu’un examen direct par coloration de gram. Le
seuil de significativité est de 10> UFC/mL, pouvant étre
abaissé a 5.10% UFC/mL chez les patients sous antibiotiques.
D’apres la littérature, la sensibilité médiane est de 67 %
(environ 30 % de faux-négatifs) et la spécificité de 95 %
[12], mais ces deux parameétres varient beaucoup selon
les études et la reproductibilité de ’examen est mauvaise

[7].

e Le brossage téléscopique protégé est un examen
invasif effectué sous fibroscopie. On effectue une
culture quantitative et un examen direct par
coloration de gram du prélévement.

e Le seuil de significativité de la culture est de
10® UFC/mL, pouvant étre abaissé a 5,10 UFC/mL
chez les patients sous antibiotiques.

e Sa sensibilité médiane est de 67 % (environ 30 %
de faux-négatifs) et sa spécificité de 95 %, mais la
reproductibilité de I’examen est mauvaise.

Prélevement bronchique distal protégé

Le prélevement bronchique distal protégé (PBDP) consti-
tue une variante de la technique précédente. L’introduction
d’un double cathéter protégé se fait a l’aveugle, sans
fibroscopie, rendant plus difficile le contréle de sa bonne
réalisation [14]. Un volume de 1 mL est injecté et ré-
aspiré a la seringue. L’extrémité du cathéter est sectionnée
aseptiquement et placée dans un tube stérile. Le seuil de
significativité est de 10° UFC/mL. Il est & réserver aux
patients intubés et ventilés. L'intérét de ce prélévement
est qu’il est plus simple de réalisation, moins colteux et
moins générateur d’effets secondaires que le brossage pro-
tégé. De plus, il présente des performances diagnostiques
quasi-équivalentes et d’apres une étude possede méme une
meilleure sensibilité [15,16].

e Le prélevement bronchique distal protégé, plus
simple, moins colteux et plus sir que le brossage
protégé utilise un double cathéter protégé introduit
sans fibroscopie chez les patients intubés et ventilés.

e Le seuil de significativité est également de
10° UFC/mL et ses performances diagnostiques
seraient quasi-équivalentes au brossage
télescopique protégé.

Pour ces différents prélevements bronchopulmonaires,
le résultat de la coloration de gram est obtenu dans un
délai court (généralement moins d’une heure apres ’arrivée
au laboratoire) ; sa valeur prédictive positive peut étre
bonne, méme pour les prélévements non protégés, mais sa
sensibilité dépasse difficilement 50 %, notamment pour le
pneumocoque [17]. Les résultats de la culture sont, eux,
disponibles en 24 a 48 heures pour les principales espéces
bactériennes, autres que Legionella sp., Nocardia sp., acti-
nomycetes et mycobactéries, qui nécessitent des délais
d’incubation prolongés.

Hémocultures

Les hémocultures ont une bonne spécificité mais une faible
sensibilité. Dans le cadre des PAC, de nombreuses études ont
été menées afin d’analyser le taux de positivité des hémo-
cultures, évaluant ainsi indirectement la sensibilité de cet
examen. Ce taux varie beaucoup d’une étude a l’autre, selon
qu’il s’agisse de PAC traitées en ambulatoire ou hospitali-
sées, selon les critéres de gravité et en fonction de l’agent
pathogéne en cause (taux de positivité plus important pour
le pneumocoque que pour H. influenzae ou P. aeruginosa par
exemple) [10]. L’étude de Metersky et al. a évalué la fré-
quence de positivité chez les patients hospitalisés a 7 % et
a recensé des facteurs indépendants corrélés avec la sur-
venue d’une bactériémie tels qu’un traitement antibiotique
récent, une pathologie hépatique ou encore certaines ano-
malies biologiques ou signes cliniques [18]. Une autre étude
portant sur 386 PAC hospitalisées a montré que les hémo-
cultures étaient positives dans seulement 4,4 % des cas,
concluant que cet examen ne devait étre indiqué que dans
les formes graves [19]. Les hémocultures trouvent donc leur
intérét chez le patient immunodéprimé et au cours des PAC
séveres hospitalisées mais probablement selon certains cri-
teres cliniques et biologiques. Il est important de rappeler
que la quantité totale de sang inoculée est essentielle a la
sensibilité de cet examen (le volume optimal chez ’adulte
étant de 40 a 60 mL, soit un total de 4 a 6 flacons correcte-
ment remplis) [20].

e Les hémocultures sont tres spécifiques mais peu
sensibles.

e Dans le cadre des pneumopathies aigués
communautaires, le taux de positivité varie selon
que la pneumopathie est traitée en ambulatoire
ou a U’hopital, selon les criteres de gravité et en
fonction de ’agent pathogéene. Ce taux de positivité
est faible (inférieur a 7 %) et certains ne proposent
le recours a cet examen que dans les formes graves.

e Les hémocultures sont utiles chez le patient
immunodéprimé et au cours des pneumopathies
aigués séveres hospitalisées.

e La quantité totale de sang inoculée est essentielle a
la sensibilité de cet examen, le volume optimal chez
’adulte étant de 40 a 60 mL par ponction.

Liquide pleural

Un épanchement pleural est associé a une pneumopathie
dans 20 a 40 % des cas [7]. Ce préléevement est d’une
faible sensibilité mais d’une grande spécificité [21] du fait
de ’absence de flore commensale. Il est particulierement
adapté a la recherche d’agents infectieux par biologie molé-
culaire.

Les tests de diagnostic rapide urinaires

Le pronostic d’une pneumopathie pouvant étre aggravé par
une antibiothérapie tardive et inadéquate [22], il apparait
pertinent de disposer rapidement de données étiologiques
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pour guider le traitement antibiotique initial ou adapter
U'antibiothérapie entre la 48° et la 72¢ heure.

Les tests de diagnostic rapide (TDR) consistent en la mise
en évidence d’antigénes solubles bactériens urinaires par
immunochromatographie sur membrane. Ils sont réalisés a
partir d’un préléevement facile a obtenir, sont simples a réa-
liser au laboratoire et ont l’avantage de fournir des résultats
tres rapidement (dans les 15 a 30 minutes) mais leur spéci-
ficité n’est pas absolue et leur sensibilité bien inférieure a
100 % ne permet pas d’exclure définitivement ’étiologie.
Par ailleurs, ce sont des tests qualitatifs qui ne ciblent que
deux pathogénes alors qu’un certain nombre de PAC ont une
étiologie plurimicrobienne [23,24]. Enfin, le prix de ces tests
unitaires reste élevé, de "ordre de 10 a 15 Euros par test.

TDR Legionella sp.

Les antigenes urinaires de Legionella apparaissent dans les
urines dés les premiers jours de U'infection (en 1 a 4jours)
et restent détectables 3 a 8 semaines, voire un an chez
certains patients immunodéprimés [25]. Ils peuvent étre
détectés méme aprés la mise en route d’un traitement anti-
biotique adapté [26,27]. Ce test ne permet donc pas de dater
Uinfection ; de méme, un test positif ne signifie pas un échec
thérapeutique.

L’inconvénient majeur de ce TDR est lié au fait que les
tests actuellement commercialisés en France ne détectent
que les antigénes lipopolysaccharidiques de L. pneumophila
de sérogroupe 1 (Lp1). Méme si celui-ci est responsable de
plus de 90 % des légionelloses [22,26], un résultat négatif
n’élimine donc pas le diagnostic. Cependant, un test non
commercialisé en France détectant en plus le sérogroupe 6
(X/pect™ Legionella, Oxoid, Royaume-Uni) est sur le mar-
ché mais non encore approuvé par la Food and Drug Adminis-
tration tandis qu’un autre test utilisant un antigéne immuno-
codominant (une lipoprotéine associée au peptidoglycane)
commun au genre Legionella, donc sensé détecter toutes
les especes et sérogroupes, est en cours d’évaluation [26].

La détection des antigénes urinaires de Legionella est
recommandée par de nombreuses sociétés savantes du fait
de la grande spécificité (>95 %) des tests commercialisés
actuellement mais celle-ci varie selon les kits (99 % pour les
meilleurs [26,27]). Ainsi, la positivité de ce test entre dans
la définition des cas confirmés de légionellose.

La sensibilité des TDR Legionella varie entre 70 et 90 %
[26] mais peut étre significativement améliorée (environ
10 %) par une concentration préalable des urines [27]. La
sensibilité est liée a la sévérité clinique et trouvée plus éle-
vée pour les cas communautaires ou liés aux voyages que
pour les cas nosocomiaux (sensibilité alors proche de 50 %).

TDR pneumocoque

Ce test repose sur la détection d’un acide teichoique
pariétal commun a toutes les souches de S. pneumoniae
(BinaxNOW® ICT, Alere, Waltham, Etats-Unis).

D’aprés plusieurs méta-analyses récentes [28—31], la
sensibilité de ce TDR est dépendante de la sévérité de
Uinfection, de Uordre de 74—75 % (variant de 77 a 92 %
pour les PAC bactériémiques et de 44 a 78 % pour les formes
non bactériémiques) tandis que sa spécificité varie de 94
[29] a 97,2 % [30]. Said et al. [28] ont montré de plus

une diminution de sensibilité de 26 % en cas de traite-
ment antibiotique instauré préalablement a la réalisation du
test. Par ailleurs, des résultats faussement positifs peuvent
étre observés, les uns du fait de réactions croisées obser-
vées avec d’autres espéces de streptocoques partageant
ce méme antigene (Streptococcus mitis en particulier) et
les autres en cas de colonisation nasopharyngée asympto-
matique, d’infections antérieures, de vaccination récente
contre le pneumocoque ou encore chez les patients atteints
d’exacerbation de bronchopneumopathie chronique obs-
tructive (BPCO) [32]. De plus, Uexcrétion urinaire d’acide
teichoique persiste chez 40 [29] a 53 % [33] des patients pen-
dant plus d’un mois aprés une infection pneumococcique.
Les valeurs prédictives négative et positive de ce test sont,
de ce fait, médiocres. Il n’est ainsi recommandé que pour
les pneumopathies séveres de |’adulte ou sa valeur prédic-
tive positive est la meilleure [7]. De nouveaux tests ont
été récemment commercialisés mais peu de données sont
disponibles sur leurs performances en dehors de celles des
fournisseurs.

e |les tests de diagnostic rapide urinaires consistent
en la détection d’antigénes solubles bactériens
urinaires. Leurs avantages sont la facilité du
prélevement, leur simplicité technique et la rapidité
des résultats. Ce sont des tests qualitatifs et leur
colt est relativement élevé.

e Les antigenes urinaires de Legionella apparaissent
dés les premiers jours de linfection et restent
détectables 3 a 8 semaines. Les tests actuellement
commercialisés sont tres spécifiques et permettent
de confirmer Uexistence d’une légionellose. Leur
sensibilité, liée a la sévérité clinique, est plus élevée
pour les cas communautaires que nosocomiaux et
varie entre 70 et 90 %.

e La sensibilité des dosages des antigenes urinaires du
pneumocoque est de 'ordre de 74—75 % et dépend
de la sévérité de U'infection, tandis que sa spécificité
varie de 94 a 97,2 %. La sensibilité est moindre chez
le patient traité par antibiotiques. Des faux-positifs
peuvent étre observés et les valeurs prédictives
négative et positive de ce test sont médiocres.

Apports de la biologie moléculaire dans les
infections des voies aériennes basses

La biologie moléculaire (on entend souvent par la en pra-
tique la caractérisation d’un ADN bactérien a partir d’un
prélévement clinique) compléte généralement la bactério-
logie traditionnelle (isolement des bactéries par culture)
lorsque les germes recherchés sont difficilement ou trop
lentement cultivables, ou rendus non cultivables par une
antibiothérapie préalable.

Elle trouve sa place actuellement dans les infections
respiratoires a M. pneumoniae, C. pneumoniae, voire
Legionella sp. Elle a bien slr aussi une place de choix en
virologie (notamment pour le virus respiratoire syncytial
[VRS] et les virus grippaux), pour la détection de Pneu-
mocystis jiroveci et M. tuberculosis, pour lequel on peut
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méme coupler a la détection du génome de la bactérie
une détection simultanée des mutations responsables de la
résistance a la rifampicine. Mais surtout la microbiologie
moléculaire est en pleine évolution, avec la commercialisa-
tion récente et la diffusion a trés court terme de techniques
d’amplification multiplex permettant la détection simulta-
née (en seulement quelques heures) de plus d’une vingtaine
de virus et de plusieurs bactéries a tropisme respiratoire,
et U'arrivée plutot a moyen terme d’applications cliniques
des techniques de séquencage nouvelle génération qui
permettront d’avoir acces a l’ensemble du microbiome des
voies aériennes d’un patient et donc d’en corréler certaines
modifications avec un tableau clinique particulier.

L’actuel : les PCR en temps réel
monospécifiques

A ce jour, et dans la plupart des hopitaux, si on excepte
M. tuberculosis, la bactériologie moléculaire des infections
respiratoires basses se limite a la détection spécifique, par
PCR en temps réel, de M. pneumoniae et C. pneumoniae,
et éventuellement de Legionella sp. [34—37]. La détec-
tion d’ADN de pneumocoque présente peu d’intérét, du fait
d’alternatives possibles (culture et recherche d’antigenes
urinaires) et de la difficulté d’interprétation d’une PCR
positive a cause de colonisations fréguentes, surtout chez
Uenfant. La généralisation de techniques de PCR réelle-
ment quantitatives validées pourraient toutefois changer la
donne. Exceptionnellement, en cas d’épanchement pleu-
ral ponctionné, la PCR pneumocoque retrouve toute son
utilité, ainsi que la PCR dite universelle (PCR-séquencage
de UADNr16S) dans des cas plus compliqués, du fait de
’absence de flore commensale.

Pour M. pneumoniae, la PCR présente un intérét pour
toutes les PAC hospitalisées (adultes et surtout enfants)
et les pneumopathies aigués de l'immunodéprimé [35].
Chez les enfants, la sérologie (avec surtout la caractérisa-
tion d’IgM anti-M. pneumoniae) a un bon rendement mais
est souvent rétrospective. Cependant, notamment a cause
d’un portage asymptomatique non rare chez ’enfant, il est
recommandé d’associer PCR et sérologie pour obtenir un
meilleur compromis entre sensibilité et spécificité [38]. La
PCR est réalisable dans la journée, ou en moins de 24 h. Le
rendement semble équivalent sur LBA et sur expectoration
ou aspiration pharyngée [39,40].

Pour C. pneumoniae, la supériorité de la PCR sur la
sérologie est encore plus évidente, mais les pneumopathies
aigués a C. pneumoniae semblent étre devenues trés rares
en France [41].

Pour L. pneumophila, la majorité des diagnostics en
France sont réalisés par la détection d’antigénes urinaires
spécifiques. Comme écrit plus haut, ces tests ont une
bonne sensibilité, mais ne détectent pour l'instant que Lp1
(90 % des cas diagnostiqués en France). La plupart des PCR
publiées ou commercialisées détectent, d’une part, spé-
cifiquement L. pneumophila, et d’autre part, Legionella
sp. (donc toutes les autres espéces de légionelles) et ont
d’excellentes sensibilité et spécificité [42]. Ces PCR sont
réalisables théoriquement en moins de 24 h, sur tout type
de prélévement respiratoire mais sont encore actuellement
trop peu utilisées. Elles auraient ’avantage d’identifier les
cas de légionelloses a L. pneumophila sérogroupe non 1,

voire a Legionella autres que L. pneumophila [43] et de
généraliser davantage le recours au prélévement respira-
toire, indispensable en cas de légionellose avérée pour isoler
la souche et permettre une enquéte épidémiologique.

Actuellement, les autres PCR utilisables en routine ont
des applications plus anecdotiques (par exemple détection
de S. aureus, des génes mecA ou mecC codant la résis-
tance a l'oxacilline et du géne [pv codant la leucocidine de
Panton-Valentine en cas de suspicion de pneumopathie aigué
nécrosante). Il existe cependant actuellement une tech-
nique de PCR rapide, presque complétement automatisée,
qui permet de rechercher en moins de 2 heures (délai théo-
rique) la présence d’ADN de S. aureus, sensible (SAMS) ou
résistant a l’oxacilline (SAMR), dans des prélévements respi-
ratoires de patients présentant une pneumopathie acquise
sous ventilation. Dans ces conditions, les valeurs prédictives
négatives, sur LBA ou PBDP, sont respectivement de 99,7 %
et 99,8 % pour SAMS et SAMR [44,45].

e Le recours a une PCR en temps réel se limite a
M. pneumoniae, C. pneumoniae, M. tuberculosis et
éventuellement Legionella.

e La PCR pour le pneumocoque présente peu d’intérét,
sauf pour les prélévements des épanchements
pleuraux.

e Pour M. pneumoniae, la PCR est utile pour toutes
les PAC hospitalisées et les pneumopathies aigués de
Uimmunodéprimé. Chez l’enfant, on recommande
d’associer PCR et sérologie pour obtenir un meilleur
compromis entre sensibilité et spécificité.

e Pour C. pneumoniae, la PCR est supérieure a
la sérologie mais les pneumopathies aigués a
C. pneumoniae semblent étre devenus trés rares en
France.

e Pour L. pneumophila, le diagnostic repose souvent
sur la détection d’antigénes urinaires spécifiques
et la PCR, qui permet de détecter tous les
sérogroupes de Legionella et pas uniquement Lp1,
est actuellement trop peu utilisée.

e La PCR permet de détecter ’ADN de S. aureus
sensible (SAMS) ou résistant a ’oxacilline (SAMR),
dans des prélévements respiratoires au cours de
pneumopathies acquises sous ventilation.

Le futur immédiat : les panels multiplex et
’approche syndromique

Déja implantés ou en cours d’implantation dans la plupart
des CHU et certains centres hospitaliers francais, les
panels multiplex vont potentiellement révolutionner le
diagnostic étiologique des PAC séveres de réanimation et
des pneumopathies aigués de l'immunodéprimé. Ces panels
reposent soit sur des technologies actuelles (extraction
des acides nucléiques, puis PCR en temps réel multiplex
« manuelles ») [46], soit sur des technologies plus inno-
vantes et complétement automatisées (extraction des
acides nucléiques, suivie de PCR multiplex automatisées
sans intervention humaine entre les deux) [47]. Dans le
premier cas, le colt reste relativement « abordable » (40 a
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Tableau 1

Exemples (liste non exhaustive) de panels moléculaires respiratoires récemment commercialisés.

Pathogenes ciblés FTD respiratory

pathogens 33°

(Fast-track diagnostics)

FilmArray® RP panel
(BioMérieux)

Respiratory
pathogens panel
(RPP)® (Theradiag)

Adenovirus X
Bocavirus

Coronavirus NL63 X
Coronavirus 229E X
Coronavirus 0C43 X
Coronavirus HKU1 X
Cytomegalovirus X
Enterovirus X
Metapneumovirus humain A/B X
Parechovirus X
Rhinovirus X
Virus grippe A X
Virus grippe B X
Virus grippe C X
Virus parainfluenza 1 X
Virus parainfluenza 2 X
Virus parainfluenza 3 X
Virus parainfluenza 4 X
Virus respiratoire syncytial A/B X
Bordetella sp. X
Chlamydia pneumoniae X
Haemophilus influenzae X
Haemophilus influenzae sérotype B X
Klebsiella pneumoniae X
Legionella sp. X
Moraxella catarrhalis X
Mycoplasma pneumoniae X
Salmonella sp. X
Staphylococcus aureus X
Streptococcus pneumoniae X
Pneumocystis jiroveci X

X X X X X X
X X X X >

x X
x X

X
X2 X2
X

>

X X X X X

><>§_><><><><><

XC

a Distinction en plus des sous-types H1, H3, H1N1(2009).
b Distinction des sous-types A et B.

¢ Détection uniquement de L. pneumophila.

d Détection uniquement B. pertussis.

50 Euros par patient, contre environ 5 Euros cependant pour
une PCR en temps réel classique, monospécifique), mais le
test nécessite l’investissement d’un personnel technique
spécialisé en biologie moléculaire. Dans le second cas, le
colit devient tres important (150 a 200 Euros par patient)
mais le temps technique est réduit au minimum (parfois
seulement quelques minutes) et pourrait méme permettre
I’implantation de cette technologie dans une structure
d’urgence de type point of care au lit du malade [48]. La
liste des microorganismes recherchés par ces panels varie
en fonction des tests et des fabricants mais peut comporter
plus d’une vingtaine de virus et plusieurs bactéries a tro-
pisme respiratoire. Le Tableau 1 présente a titre d’exemple
la liste des microorganismes recherchés par certains des
panels actuellement commercialisés.

La sensibilité et la spécificité atteinte par ces panels
pour chaque cible est globalement excellente pour les virus
et comparable aux tests moléculaires commercialisés pour
chacune des cibles isolément [49,50]. L’addition dans ces

différents panels respiratoires de cibles bactériennes est
beaucoup plus récente et les données de sensibilité et
de spécificité sont encore quasi-inexistantes. Le principal
résultat issu des évaluations de ces panels est la fré-
quence importante des co-infections identifiées (aussi bien
virus-virus que bactéries-virus), sans que pour l'instant la
signification clinique ou pronostique de ces co-infections ne
soit clairement établie [51].

Les principaux avantages de ces panels moléculaires
respiratoires pour le patient semblent étre surtout la
disponibilité simultanée de tous les résultats (contraire-
ment aux stratégies par strates de recherches successives
encore les plus répandues actuellement), permettant une
meilleure ré-évaluation des décisions cliniques initiales,
notamment pour une utilisation plus pertinente des anti-
microbiens (antibiotiques et antigrippaux) et pour la mise
en place rapide de mesures de luttes contre la diffu-
sion d’infections nosocomiales (grippe, VRS...) [52]. Les
autres avantages seraient la réduction des explorations



1106

S. Dahyot et al.

paracliniques complémentaires, une réduction des durées
d’hospitalisation, l’identification de co-infections ayant des
conséquences pronostiques et thérapeutiques, une amélio-
ration importante des connaissances épidémiologiques qui
pourraient avoir des conséquences collectives, au-dela du
patient lui méme, et enfin une simplification de la démarche
diagnostique avec un seul prélévement respiratoire a réali-
ser [52].

Les inconvénients de ces panels syndromiques, outre leur
colit élevé, résident peut-étre dans la définition méme des
listes de pathogénes recherchés, en grande partie guidées
par des objectifs économiques et techniques, parfois au
détriment de leur pertinence clinique : Bordetella pertussis
est souvent recherché au sein de ces panels alors qu’a part
peut-étre chez le petit nourrisson, le tableau clinique d’une
coqueluche est assez éloigné d’une pneumopathie aigué. On
trouve aussi, dans certains panels a visée « pneumopathies
aigués », H. influenzae, M. catarrhalis, des entérobacté-
ries qui correspondent beaucoup plus a des profils de BPCO,
alors que pour U'instant quasiment aucun de ces panels ne
comporte P. jiroveci. Ces panels générent aussi beaucoup
de résultats positifs « inattendus », pour des pathogénes
surtout viraux, peu recherchés en routine (coronavirus...)
et des infections doubles voire triples dont la significa-
tion peut laisser actuellement nombre de cliniciens. .. et de
microbiologistes perplexes ! Cependant, l’accumulation de
ces données nouvelles peut faire progresser de facon trés
importante nos connaissances épidémiologiques en matiere
d’infections respiratoires basses.

Ces panels ne permettent actuellement pas la détermi-
nation de la sensibilité aux antibiotiques. La mise en culture
des prélevements reste donc indispensable, méme si a terme
la PCR multiplex pourrait étre utilisée en premiére ligne
comme screening afin de ne réaliser des cultures spécifiques
que sur orientation des résultats moléculaires.

e Les panels multiplex reposent volontiers sur
des technologies innovantes, compléetement
automatisées. La liste des microorganismes
recherchés varie selon les tests et les fabricants,
mais peut comporter plus d’une vingtaine de virus
et plusieurs bactéries a tropisme respiratoire.

e La sensibilité et la spécificité de ces panels est
globalement excellente pour les virus, mais on
manque actuellement de données pour les bactéries.

e Le principal intérét de ces panels moléculaires
respiratoires est la disponibilité simultanée de
tous les résultats, permettant une meilleure ré-
évaluation des décisions cliniques initiales et une
mise en place rapide de mesures de luttes contre la
diffusion d’infections nosocomiales (grippe, VRS...).

e Les inconvénients de ces panels, outre leur colt
élevé, sont la définition méme des listes de
pathogénes recherchés, en grande partie guidées
par des objectifs économiques et techniques, parfois
au détriment de leur pertinence clinique, le grand
nombre de résultats positifs pour des pathogénes peu
recherchés en routine et la détection d’infections
doubles voire triples difficiles a interpréter.

e Ces panels ne permettent pas la détermination de la
sensibilité aux antibiotiques et les cultures restent
indispensables.

Le futur a 5—10 ans : séquencage nouvelle
génération pour étude en routine du
microbiote respiratoire

L’un des écueils du séquencage traditionnel par la méthode
de Sanger (en vigueur dans de nombreux laboratoires
de microbiologie depuis la fin des années 1990) est
’impossibilité de résoudre des mélanges de microor-
ganismes (mélanges de séquences nucléotidiques) sans
recourir a des techniques lourdes, inutilisables en labo-
ratoire de diagnostic microbiologique clinique. Cette
technique de séquencage ne donne, par ailleurs, aucune visi-
bilité a des séquences minoritaires (par exemple issues de
microorganismes sous représentés dans une flore polymicro-
bienne). Ainsi, via un séquencage traditionnel (de ’ADNr16S
en pratique bactériologique), on ne peut identifier qu’une
infection mono-microbienne dans un prélévement biolo-
gique normalement stérile. Cela rend tout de méme service
devant une endocardite a hémocultures négatives, par
exemple, ou devant une pleuropneumopathie extrémement
sévere a Legionella bozemanii, germe identifié grace a un
tel séquencage a partir d’une ponction pleurale (donnée
personnelle).

Les technologies de séquencage de nouvelle généra-
tion permettent d’accéder a la séquence de pratiquement
chaque molécule d’ADN (ou d’ARN) présente dans un échan-
tillon qui, par ailleurs, peut contenir des millions de ces
molécules d’ADN. Il est possible bio-informatiquement de
faire ensuite la liste de toutes les séquences présentes initia-
lement, puis de les regrouper par homologies, c’est-a-dire
par microorganismes, si on a analysé un échantillon compor-
tant un mélange de différents microorganismes. Il est donc
possible d’établir la liste des germes constituant une flore
complexe et méme de donner une idée de leurs quantités
respectives. Ainsi, on pourra obtenir en quelques heures la
composition du microbiote respiratoire d’un patient a par-
tir d’un prélevement pharyngé, d’une expectoration ou d’un
LBA [53-55].

Les applications pratiques de ce type de tests ne
concerneront probablement pas les PAC, sévéres ou non,
hospitalisées ou non, mais plutot les pneumopathies de
’immunodéprimé (pour identifier des germes que les clini-
ciens n’avaient pas évoqués sous |’angle du diagnostic ciblé
ou par panel) et le contexte des exacerbations de BPCO,
de dilatation des bronches ou au cours de la mucoviscidose.
De nombreux travaux de recherche bactériocliniques sont
en effet en cours pour relier les modifications qualitatives
et quantitatives du microbiote respiratoire des patients au
déclenchement des exacerbations [54,56,57]. Il est donc
tout a fait possible que cela aboutisse a des tests diag-
nostiques qui permettront de mieux cibler ou prévenir ces
exacerbations.
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e 'un des écueils du séquencage traditionnel est
’impossibilité de résoudre des mélanges de
microorganismes et [’absence de visibilité de
séquences minoritaires.

e Les technologies de séquencage de nouvelle
génération permettent d’accéder a la séquence de
pratiquement chaque molécule d’ADN (ou d’ARN)
présente dans un échantillon, puis d’en faire la liste
et de les regrouper par microorganismes.

e On pourra ainsi obtenir en quelques heures
la composition du microbiote respiratoire d’un
patient a partir d’un prélévement pharyngé, d’une
expectoration ou d’un LBA.

e En pratique, ces tests ne concerneront probablement
pas les PAC mais plutot les pneumopathies de
Uimmunodéprimé, les exacerbations de BPCO,
de dilatation des bronches ou au cours de la
mucoviscidose.

Sérologies bactériennes

Longtemps, les explorations sérologiques ont constitué les
tests microbiologiques les plus simples a réaliser pour évo-
quer des étiologies telles que L. pneumophila, Chlamydia
sp. et M. pneumoniae malgré leur faible rendement diag-
nostique, la nécessité d’obtenir des paires de sérologies et
leur contribution tardive voire rétrospective au diagnostic.
Aujourd’hui, la place de ces tests est trés restreinte, prin-
cipalement limitée aux études épidémiologiques du fait de
’avénement des techniques de biologie moléculaire.

Sérologie Legionella sp.

Comme Lp1 est le sérogroupe le plus fréquemment res-
ponsable des légionelloses en Europe [22,26], la place de
la sérologie s’est considérablement réduite au fil des ans
depuis la commercialisation du TDR Legionella. Cependant,
si le laboratoire n’a pas mis en place une détection de
Legionella par PCR, cette approche diagnostique garde un
intérét, associée a la mise en culture d’un prélévement
respiratoire, quand le TDR est négatif alors que la suspi-
cion clinique reste forte. En effet, d’autres especes telle
que Legionella longbeachae peuvent étre pathogénes chez
Uimmunodéprimé [27] mais aussi chez des patients origi-
naires d’autres contrées (Australie [58] ou Thailande par
exemple [59]).

Il est recommandé de réaliser un prélévement sanguin
dés les premiers jours de la maladie, puis un second aprés
3 a 6 semaines d’évolution. La spécificité des tests varie
entre 95 et 100 % [26] méme s’il existe des réactions croisées
au sein du genre Legionella et avec d’autres pathogénes,
respiratoires ou non. Par ailleurs, la sensibilité de ces tests
sérologiques est faible, de "ordre de 40 a 80 %.

La sérologie Legionella est plus un outil épidémiologique
qu’une approche utile au diagnostic et a la prise en charge
thérapeutique d’une pneumopathie. Elle n’a sa place :

e qu’en cas de TDR négatif et d’une PCR sur un prélévement
respiratoire non réalisable ou négative ;

e chez un patient suspect de légionellose nosocomiale du
fait de la faible sensibilité des TDR chez ces patients [27].

Sérologie Mycoplasma pneumoniae

Le diagnostic sérologique des infections a M. pneumo-
niae nécessite, pour afficher la meilleure sensibilité, deux
sérums, 'un prélevé en phase aigué de ’infection (appa-
rition des IgM lors de la 1™ semaine avec un pic attendu
lors de la 3¢), le second entre la 2¢ et la 4° semaine (pic
des IgG généralement observé lors de la 5° semaine). La
recherche d’IgM est trés utile chez ’enfant ; en revanche, la
production des IgM est inconstante chez [’adulte [60]. Aussi,
la multiplication par 4 du titre des IgG est-elle proposée
comme critére d’infection aigué [9]. Il faut, par ailleurs,
noter que les performances des tests sérologiques commer-
cialisés sont inégales et que la sensibilité de ces tests atteint
au plus 80 % [61]. Pour pallier a ce probleme et aider a
la distinction entre colonisation et infection, |’utilisation
combinée de la PCR avec la sérologie peut étre proposée,
en particulier chez les enfants [62].

Sérologie Chlamydia sp.

Lintérét du sérodiagnostic des infections respiratoires a
C. pneumoniae est limité par la cinétique lente des anti-
corps (idéalement attendre 2 mois pour le 2¢ sérum), la
persistance prolongée des IgG en plateau et son manque de
spécificité [63].

Méme si certains [64] rapportent que C. pneumoniae
pourrait représenter 6 a 22 % des étiologies des PAC de
'immunocompétent selon les localisations géographiques,
des études récentes montrent que la prévalence de ces
infections serait beaucoup plus faible (<1,5 %) [41]. Cette
diminution ou disparition de C. pneumoniae des étiologies
bactériennes des infections respiratoires hospitalisées est
peut étre liée a un changement des caractéristiques épidé-
miologiques de Uinfection ou a un défaut de sensibilité et
de spécificité des techniques diagnostiques utilisées [41,63].
Devant ’absence actuelle de définition microbiologique de
Uinfection, le diagnostic sérologique semble pouvoir étre
abandonné au profit de la recherche directe par PCR, en
association avec M. pneumoniae [63].

Dans la définition des cas certains d’infection a Chlamy-
dia psittaci figure, a coté d’une recherche directe positive
par PCR, une séroconversion ou une augmentation de 4 fois
du titre des 1gG avec ou sans IgM entre deux sérums prélevés
a 15jours d’intervalle [63]. Seuls 10 cas de psittacose ont
été déclarés a Santé Publique France par le Centre national
de référence des infections a Chlamydia en 2014 [41].

e Laplace de la sérologie infectieuse est actuellement
trés restreinte, principalement limitée aux études
épidémiologiques du fait de l’avenement des
techniques de biologie moléculaire.

e La sérologie Legionella n’a sa place qu’en cas
de négativité du test de diagnostic rapide ou
d’indisponibilité ou de négativité d’une PCR sur un
prélévement respiratoire.
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e Le diagnostic sérologique des infections a
M. pneumoniae nécessite un prélevement a la phase
de Uinfection, puis entre la 2¢ et la 4° semaine. La
sensibilité des sérologies atteint au plus 80 % et on
peut proposer |’utilisation combinée de la PCR pour
pallier cette difficulté.

e Le diagnostic sérologique des infections a
C. pneumoniae semble pouvoir étre abandonné
au profit de la recherche directe par PCR, en
association avec M. pneumoniae.

e Le diagnostic positif d’infection a Chlamydia psittaci
repose sur la PCR et la constatation d’une
séroconversion ou d’une augmentation de 4 fois
du titre des IgG avec ou sans IgM entre deux
prélévements espacés de 15 jours.

Stratégie diagnostique microbiologique

Le Tableau 2 résume les principales options du diagnostic
bactériologique en fonction du contexte clinique.

Comme vu précédemment, de nombreuses explorations
complémentaires existent pour mettre en évidence ’agent
bactérien causal d’une infection pulmonaire. Cependant,
pour des raisons logistiques et économiques, il apparait
illusoire de penser qu’une recherche exhaustive s’avére pos-
sible et méme nécessaire dans tous les cas. Il apparait
donc indispensable de cibler le contexte au cours duquel
une documentation sera nécessaire et quels seront les pré-
levements adaptés et les techniques a utiliser, tout en
connaissant leurs limites.

Tableau 2 Investigations bactériologiques minimales actuellement disponibles en fonction du type de pneumopathie.

Caractéristiques de la

Investigations bactériologiques d’emblée®®

Investigations bactériologiques

pneumopathie

secondaires®

PAC non hospitalisées

PAC séveres

hospitalisées (hors

réanimation)

PAC séveres
hospitalisées en
réanimation

Pneumopathies
aigués associées
aux soins

Pneumopathies
aigués sous
ventilation
mécanique

Pneumopathies
aigues de
’immunodéprimé

Aucune

Hémoculture (avant antibiothérapie si possible)
Expectoration pour examen direct et culture (avant
antibiothérapie si possible)

Urines pour antigénurie légionelle si contexte évocateur
Réévaluation a 48—72h

Hémoculture (avant antibiothérapie si possible)

Sécrétions bronchiques (aspiration endotrachéale ou PBDP)
pour examen direct et culture (avant antibiothérapie si
possible) + PCR, M. pneumoniae, C. pneumoniae, voire

L. pneumophila et Legionella sp.

Urines pour antigénurie légionelle et pneumocoque
Priorité a la bactériologie traditionnelle (culture), car
germes faciles a cultiver et potentiellement multirésistants
Hémoculture

Expectoration, PBDP

Voire préléevements plus invasifs (brosse, LBA)

Priorité a la bactériologie traditionnelle (culture), car
germes faciles a cultiver et potentiellement multirésistants
Hémoculture

Aspiration sécrétions hautes (trachéales), PBDP

Voire prélevements plus invasifs (brosse, LBA)

Selon disponibilité : PCR S. aureus et géne mec sur
prélévement respiratoire (type Gene Xpert")

Hémoculture (avant antibiothérapie si possible)
Expectoration (ou sécrétions bronchiques si intubation)
possible, mais le LBA est le prélévement de référence pour
examen direct et culture (avant antibiothérapie si
possible) + PCR, M. pneumoniae, C. pneumoniae, voire

L. pneumophila et Legionella sp. +recherche de
mycobactéries

Urines pour antigénurie légionelle et pneumocoque

Si pas d’étiologie a ce stade et
évolution insuffisamment
favorable

Antigénurie pneumocoque

PCR M. pneumoniae et

C. pneumoniae, voire
Legionella

Si épanchement pleural
ponctionnable, grande valeur
pour PCR pneumocoque et
surtout PCR « universelle »
(ADNr16S)

a Ne sont présentées ici que les investigations bactériologiques ; les aspects virologiques et parasitomycologiques font [’objet d’autres

chapitres.

b Discussion bactériologiste/clinicien pour tout cas « atypique ».
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Les pneumopathies aigués communautaires
séveres

Concernant les PAC, la sévérité doit étre en premier lieu
déterminée par U utilisation de scores, basés sur des facteurs
cliniques et des comorbidités associées, comme le score de
Fine (Pneumonia severity index [PSI]) ou le CRB 65 [65]. Ces
scores détermineront si la prise en charge peut se faire en
ambulatoire ou en hospitalisation.

Conformément aux recommandations actuelles et a la lit-
térature [1,9,66], les PAC non sévéres (ayant des critéres
PSI | et Il de faible gravité) ne nécessitent pas de docu-
mentation microbiologique. En effet, les tests diagnostiques
présentent des performances discutables, les traitements
empiriques sont habituellement efficaces et méme si une
documentation est obtenue, il n’est pas certain que la déses-
calade soit indiquée.

En revanche, la recherche étiologique des PAC séveres
hospitalisées, présentant des critéres de gravité (PSI Ill et
IV), est encouragée afin de mieux cibler le pathogéne en
cause. En dehors de la réanimation, cette documentation
s’effectue par un ECBC et des hémocultures. La recherche
d’antigénes urinaires de pneumocoque et de légionelle n’est
pas recommandée d’emblée. Cependant, la recherche des
antigénes urinaires de légionelle peut se justifier chez les
malades présentant des symptomes évocateurs de légionel-
lose, ou présentant une instabilité hémodynamique et/ou
une hypoxémie, ou en situation épidémique. En ’absence
de documentation et d’évolution suffisamment favorable a
48—72 h, des PCR M. pneumoniae et C. pneumoniae, voire
Legionella sp. peuvent étre demandées, ainsi que les anti-
génuries pneumocoque et légionelle (si non demandée[s]
initialement).

Concernant les patients hospitalisés en réanimation,
sont recommandés en premiére intention des prélévements
non invasifs : aspirations endotrachéales, ou de préfé-
rence un PBDP qui, sans étre dirigé, sera moins contaminé
par la flore oropharyngée que ’aspiration endotrachéale.
Ces prélévements ont une bonne sensibilité et donc une
bonne valeur prédictive négative ; ils sont plus simples et
plus rapides a réaliser que les prélévements invasifs (LBA
et brosse protégée) et pourront donc plus souvent étre
réalisés avant instauration de ’antibiothérapie (condition
primordiale pour augmenter la probabilité de documenter).
Dans les cas de contamination par une flore oropharyn-
gée abondante, qui génerait l’identification d’une bactérie
pathogéne, des prélévements invasifs peuvent étre secon-
dairement nécessaires en fonction de l’état clinique du
patient : LBA ou brosse protégée. Une bactériologie quan-
titative et des PCR M. pneumoniae, C. pneumoniae et
Legionella seront réalisées a partir de ces prélévements.
On prélévera également rapidement (avant antibiothéra-
pie) des hémocultures (avec moins de 10 % de rendement
étiologique mais une grande spécificité, notamment pour le
pneumocoque) puis des urines pour recherche d’antigenes
de pneumocoque (en tenant compte du manque de sensi-
bilité) et de légionnelle. Cette stratégie applicable aux PAC
séveres hospitalisées en réanimation sera sirement tres vite
partiellement remaniée par la généralisation de [’ utilisation
des panels moléculaires multiplex ; sauf que les premiers
d’entre eux a s’implanter dans les laboratoires, les plus
automatisés, permettront un diagnostic rapide d’étiologies

virales (surtout virus grippaux, VRS...), de légionelle (voire
M. pneumoniae et C. pneumoniae) mais ne détecteront pas,
au moins dans un premier temps, des bactéries classiques de
PAC séveres comme le pneumocoque, H. influenzae, voire
S. aureus. Il faudra au début garder une approche classique
complémentaire, de bactériologie standard et/ou de PCR
ciblées.

e La  sévérité  des pneumopathies  aigués
communautaires est évaluée par des scores basés sur
des facteurs cliniques et les comorbidités associées
(scores de Fine [PSI] ou CRB 65). Une recherche
étiologique s’impose dans les pneumopathies
communautaires séveres hospitalisées (PSI Ill et IV),
par ECBC et hémocultures.

¢ La recherche d’antigenes urinaires de pneumocoque
et de légionelle n’est pas systématique mais la
recherche des antigénes urinaires de légionelle est
justifiée en présence de symptOmes évocateurs
de légionellose, d’instabilité hémodynamique,
d’hypoxémie et/ou en situation épidémique.

e En ’absence de documentation et si ’évolution
n’est pas suffisamment favorable a 48-72 h,
on recommande des PCR M. pneumoniae et
C. pneumoniae, voire Legionella sp. ainsi que les
antigénuries pneumocoque et légionelle.

e En réanimation, il est recommandé en premiére
intention des prélevements non invasifs : aspiration
endotrachéale ou PBDP. Le LBA ou la brosse protégée
s’imposent en cas de contamination par une
flore oropharyngée abondante, pour bactériologie
quantitative et PCR M. pneumoniae, C. pneumoniae
et Legionella. Les hémocultures sont recommandées
ainsi que la recherche d’antigenes de pneumocoque
et de légionnelle.

Les pneumopathies acquises sous ventilation
mécanique

Le diagnostic de PAVM n’est pas aisé et repose sur plusieurs
arguments cliniques et radiologiques, mais dont les per-
formances diagnostiques sont insuffisantes et nécessitent
’adjonction de critéres microbiologiques. L’identification
du germe en cause est essentielle afin d’adapter au mieux
’antibiothérapie (qui doit étre initialement a large spectre
au vu de la prévalence élevée de germes multirésistants
dans ce contexte), permettant ainsi de raccourcir la durée
d’utilisation d’antibiotiques a large spectre chez tous les
patients présentant une PAVM (désescalade) et de minimi-
ser au maximum |’émergence de bactéries multirésistantes
au sein des unités de réanimation.

De nombreuses controverses opposent les stratégies
« non invasives », recommandant la réalisation de prélé-
vements effectués le plus souvent a ’aveugle (aspiration
endotrachéale ou PBDP) [67], aux stratégies « inva-
sives », recommandant des prélévements sous fibroscopie
bronchique (brossage protégé et LBA) [68]. Comme les tech-
niques bronchoscopiques présentent les inconvénients d’un
colt élevé, sont de réalisation plus longue et peuvent étre
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délétéres chez des patients hypoxémiques [15], le dia-
gnostic étiologique des PAVM repose souvent en pratique
sur ’analyse d’une aspiration endotrachéale ou de préfé-
rence d’un PBDP (du fait d’une moindre flore commensale
associée). Plusieurs études ont en effet démontré que les
prélévements invasifs et non invasifs avaient des valeurs
diagnostiques et des impacts comparables en termes de
mortalité, de consommation d’antibiotiques, ou encore de
durée d’intubation [69—76]. Au sein des unités de réani-
mation, des algorithmes décisionnels doivent définir une
stratégie diagnostique et de traitement antibiotique initial,
en tenant compte des contraintes logistiques et organisa-
tionnelles. Quel que soit le prélévement effectué, c’est
la plupart du temps la bactériologie classique (culture
quantitative et antibiogramme) qui apportera la solution :
les germes habituellement en cause dans ce contexte se
cultivent facilement (sauf antibiothérapie préalable) et sont
volontiers multirésistants, d’ou la nécessité d’obtenir une
souche et de faire un antibiogramme. La biologie molé-
culaire aide peu : en fonction de la disponibilité locale,
une recherche ciblée d’ADN de S. aureus et des genes
mec par une technique automatisée rapide (de type Gene
Xpert®) peut étre demandée et aidera surtout par son excel-
lente valeur prédictive négative ; en revanche, les nouveaux
panels moléculaires multiplex n’incluent, a ’heure actuelle,
que trés peu de bactéries responsables de PAVM dans leur
spectre de détection.

e Le diagnostic de pneumopathie acquise sous
ventilateur repose sur des arguments cliniques et
radiologiques mais qui doivent étre complétés par
des critéres microbiologiques pour identifier le
germe en cause et orienter ’antibiothérapie.

e |l existe de nombreuses controverses opposant
les stratégies « non invasives » (aspiration
endotrachéale ou PBDP) aux stratégies « invasives »
(brossage protégé et LBA). Ces deux stratégies
semblent avoir des valeurs diagnostiques et des
impacts comparables en termes de mortalité,
de consommation d’antibiotiques ou de durée
d’intubation.

e Quel que soit le prélevement effectué, la
bactériologie classique (culture quantitative et
antibiogramme) apporte en général la solution, la
biologie moléculaire ayant a ’heure actuelle une
place secondaire.

Les pneumopathies aigués de
’'immunodéprimé

Les agents bactériens responsables de pneumopathies aigués
chez 'immunodéprimé sont extrémement divers et varient
selon la nature du déficit immunitaire. Le prélévement
de référence est ici le LBA et celui-ci servira pour
une bactériologie classique quantitative avec recherches
supplémentaires spécifiques (légionelles, éventuellement
Actinomyces sp., Nocardia sp.), une recherche de mycobac-
téries (alors complétée par un prélévement de sécrétions
bronchiques renouvelé 3jours de suite), des recherches

mycologiques (notamment Aspergillus) et un panel large
de détections moléculaires virales, parasitomycologiques
(notamment Pneumocystis) et bactériennes (M. pneumoniae
et C. pneumoniae, Legionella sp.). C’est dans ce contexte
notamment que les panels moléculaires multiplex vont trou-
ver leur place, en permettant de rechercher une vingtaine,
voire une trentaine de microorganismes en quelques heures.
Il ne faut pas oublier de prélever du sang sur tubes secs pour
le bilan sérologique éventuel (Legionella sp., M. pneumo-
niae, voire C. psittaci mais aussi sérologies virales) et des
urines pour la recherche d’antigénes de pneumocoque et
légionelle. Les hémocultures sont beaucoup moins rentables
que dans les pneumopathies aigués de ’immunocompétent.

e Les bactéries responsables de pneumopathies aigués
chez 'immunodéprimé sont extrémement diverses
et varient selon la nature du déficit immunitaire.

e Le prélevement de référence est le lavage broncho-
alvéolaire pour une bactériologie classique
quantitative avec recherches supplémentaires
spécifiques (légionelle, Actinomyces, Nocardia,
mycobactéries), recherche mycologique
(notamment  Aspergillus) et large panel
de  détections moléculaires  (Pneumocystis,
M. pneumoniae, C. pneumoniae, Legionella).

e Les panels moléculaires multiplex peuvent ici
s’avérer précieux en recherchant une vingtaine,
voire une trentaine de microorganismes en quelques
heures.

e |l faut aussi prélever du sang sur tubes secs
pour le bilan sérologique éventuel (Legionella,
M. pneumoniae, C. psittaci, sérologies virales)
et des urines pour la recherche d’antigenes de
pneumocoque et légionelle.

e Les hémocultures sont beaucoup  moins
contributives que dans les pneumopathies aiguées de
’immunocompétent.

Conclusion

Les pneumopathies aigués recouvrent en fait des contextes
cliniques ainsi que des étiologies bactériennes variés.
Aucune documentation bactériologique n’est nécessaire
pour les PAC prises en charge en ambulatoire. En revanche,
la documentation des pneumopathies aigués hospitalisées
(communautaires ou associées aux soins) repose essentiel-
lement sur 'analyse de prélévements respiratoires non
invasifs (ECBC ou aspiration endotrachéale/PBDP pour les
patients de réanimation) alors que les prélévements inva-
sifs (brosse protégée ou LBA) sont a réserver en seconde
ligne pour les PAC hospitalisées en réanimation et a effec-
tuer en premieére intention pour les pneumopathies aigués
de immunodéprimé.

Les techniques mises en ceuvre au laboratoire sur ces
prélévements restent classiques. Seule la culture permet,
a ce jour, de déterminer le profil de sensibilité aux anti-
biotiques de l’agent pathogéne (élément essentiel pour
la prise en charge des PAVM fréquemment liées a des
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especes multirésistantes). Les techniques de biologie molé-
culaire sont en général limitées au diagnostic des infections
a M. pneumoniae, C. pneumoniae, voire Legionella sp.
Mais ’avenir a court terme sera marqué par le recours
aux panels moléculaires multiplex capables de détecter
de nombreux microorganismes en quelques heures. Cette
approche syndromique trouvera surtout sa place dans les
PAC sévéres de réanimation et les pneumopathies aigués de
’immunodéprimé dans un premier temps ; son expansion
dépendra de la pertinence clinique des germes recher-
chés. Suivra, dans quelques années, l’ére du séquencage
nucléotidique a haut débit qui révolutionnera le domaine du
diagnostic microbiologique, offrant un accés au microbiote
respiratoire du patient.

Points essentiels

e Les tableaux cliniques et les bactéries responsables
des pneumopathies aigués sont tres variés et aucun
outil microbiologique n’est 100 % sensible ni 100 %

spécifique.

e Plus de 30 % des pneumopathies restent de cause
indéterminée.

e Aucun prélevement n’est indiqué pour les

patients traités en ambulatoire ; on préconise
les prélévements respiratoires non invasifs dans
les pneumopathies aigués hospitalisées (ECBC ou
aspiration endotrachéale/PBDP en réanimation).

e On recommande des prélévements invasifs en
seconde ligne pour les pneumopathies aigués
communautaires en réanimation, et en premiere
ligne chez 'immunodéprimé.

e La culture, seul examen permettant de prédire
Uefficacité des antibiothérapies, reste importante
mais le prélevement doit étre effectué avant
’instauration de l’antibiothérapie et les techniques
de biologie moléculaire sont en général limitées
actuellement au diagnostic des infections a
M. pneumoniae, C. pneumoniae, voire Legionella
sp.

e Les hémocultures, la recherche d’antigenes
urinaires, les sérologies et les PCR sont d’utilisation
courante.

e A lavenir, on utilisera vraisemblablement les
panels moléculaires multiplex qui détectent de
nombreux micro-organismes en quelques heures et,
ultérieurement, le séquencage génomique a haut
débit.
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